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Abstract of FR2799465 

The invention relates to a peptide of formula (I): (A)n - A1- A2 - A1 - A3 - A4 - A1 - (A)m, wherein A is any 
amino acid, n and m are each whole numbers from 0 to 20, the sum of which n + m is between 0 and 20, 
preferably between 0 and 15 and especially preferably between 0 and 10, A1 is a basic amino acid, 
especially lysine (Lys) or arginine (Arg), A2 is an amino acid selected from the following: basic amino 
acids, glutamic acid (Glu), glycine (Gly), aspartic acid (Asp); A3 is an amino acid selected from the 
following: basic amino acids, proline (Pro), glutamic acid (Glu), glutamine (Gin); and A4 is an amino acid 
selected from the following: baste amino acids, glutamic acid (Glu), glycine (Gly), serine (Ser), valine 
(Val). 
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PEPTIDES AYANT UNE ACTIVITY DE STIMULATION DE LA REPONSE 1MMUNITAIRE ET DE REGENERATION 
TiSSULAfRE. 

@) La presente invention se rapporte a un peptide repon- 
dantalaformule(l): _ ,^ 

(A) n - A1 - A1 - A2 - A1 - A3 - A4 - A1 * (A) m 

dans laqueile: A est un acide amine queiconque, n et m 
sont chacun des nombres entier de 0 a 20 dont la sornme n 
+ m est comprise entre 0 et 20, de preference entre 0 et 15 
et tout preferentiellement entre 0 et 1 0, A1 est un acide ami- 
ne basique et plus particuherement la lysine (Lys) ou I'argi- 
nine (Arg), A2 est un acide amine choisi parmi: ies acides 
amines basiques, I'acide glutamique (Giu), la glycine (Gly)> 
['acide aspartique (Asp), A3 est un acide amin6 choisi 
parmi: les acides amines basiques, ia proiine (Pro), facide 
glutamique (Glu), la glutamine (Gin), A4 est un acide amine 
choisi parmi: les acides amines basiques, i'acide glutami- 
que (Glu), la glycine (Giy), la serine (Ser), la valine (Val). 
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PEPTIDES AYANT XME ACTXVITE DE STIMULATION 
DE LA REPONSB IMMUNITAIRE ET DE REGENERATION TISSULAIRE. 

La presente invention concerns une nouvelle 
famille de molecules peptidiques ayant la capacite 
notamment de stiniuler I f expression des cytokines de 
1 1 inf lamination et de f avoriser la regeneration des 
tissus. L l invention se rapporte done egalement aux 
compositions pharmaceutiques contenant au moins un des 
peptides , 

On connait dans 1 1 art anterieur de nornbreux 
facteurs de croissance angiogeniques coirane les facteurs 
HARP, MK, FGF-1, FGF-2, VEGF, HIVl-tat, HIV2~tat, HGF , 
HB-EGF ou encore 1 ■ angiogenine ♦ Parmi ceux~ci, HARP 
(Heparin Affin Regulatory Peptide}, aussi appele PTN 
(PleiotropMn) ou encore HB-GAM {heparin binding-growth 
associated molecule) , constitue avec MK {Midkine} une 
famille de ces facteurs de croissance/dif f erenciation 
structurellement apparent 6s qui se lient h l'heparine, 
et presentent 50% d'homologie en acides amines (1, 2) . 

Le facteur de croissance HARP est un 
polypeptide de 168 acides amines contenant un motif N- 
terminal hydrophobe de 32 acides amines correspondant a 
un peptide signal. Sous sa forme mature, HARP est une 
proteine secretee de 136 acides amines, dans sa forme 
courte, ou 139 acides amines, dans sa forme longue, dont 
le poids moleculaire apparent, determine en SDS-PAGE en 
conditions reduc trices, est de IS kDa. 

Xnitialernent HARP a ete isole a partir de 
cerveaux de nouveaux nes de rat comme une molecule 
induisant in vitro une croissance neuritique (3) 
sugger ant que ce polypeptide est implique dans la 
maturation des cellules neuronales (4) , Plus tard, des 
etudes ont montre que ce polypeptide etait aussi present 
dans des tissus non-neuronaux, dont le coeur (5) , 



l'uterus (6), les cartilages (7), et les extraits d'os 
(8), demontrant que la fonction de HARP n'est pas 
limitee a une activite promotrice d'une croissance 
neuritique comme precedemment rapporte {3} . 

HARP est capable de stimuler la croissance 
de cellules f ibroblastiques , epltheliales et 

endothelials in vitro {6, 9}, Cette activite mitogene a 
ete depuis confirmee par 1 ' utilisation de proteines 
recombinantes produites a partir de systemes 
d' expression eucaryote (9, 12) , HARP induit egalement in 
vitro la formation de pseudo-capillaires (12) . In vivo t 
dans differents modeles tissulaires, la localisation de 
HARP est notamment associee aux cellules endotheliales 
des capillaires sanguins (16), A l f heure actuelie r les 
donnees concernant HARP suggerent que ce polypeptide 
joue un r61e dans les mecanismes complexes impliques 
dans 1 ' angiogenese et la neoangiogenese tumorale, De 
nombreuses recherches ont ete effectuees dans cette voie 
afin de determiner 1 1 implication de HARP dans la 
progression tumor ale, notamment dans les tumeurs 
hormono-dependantes comme le sein ou la prostate. 

Des etudes relatives aux proprietes 
biologiques de HARP ont ete effectuees par de nombreux 
laboratoires 02) et en depit de resultats controversies , 
il apparaxt admis que HARP, tout comme MK, est implique 
dans le controie de la proliferation cellulaire {2, 9- 
11}. De plus, il a ete demontre que les proteines 
recombinantes purifiees humaines de HARP sont 
mitogeniques pour les cellules endotheliales (9,12), et 
exercent in vitro une activite angiogenique {12} . De 
nombreuses etudes ont montre 1 ' implication de HARP et MX 
dans des precedes de d^veloppement (10, 13, 14), Des 
etudes de distribution de 1 1 ARNm de la proteine HARP 
pendant le developpement embryonnaire et postnatal 



suggerent des fonctions importantes dans la croissance 
cellulaire et la diff erenciat ion (15) , Toutefois, les 
fonctions physiologiques in vivo de ces molecules ne 
sont que tres peu connues . La presence de transcripts de 
HARP dans les tissus adultes incluant les meninges, 
1'iris, les testicules et 1 ' uterus indiquent aussi un 
role physiologique durant 1 s age adulte. 

Les travaux de recherche realises dans le 
cadre de la presente invention ont porte sur de nombreux 
facteurs de croissance angiogeniques , corame FGF-1, FGF- 
2, VEGF, HIVl-tat, HXV2-tat, HB-EGF, Angiogenin, HARP et 
MK, et ont permis aux inventeurs d 1 identifier des 
sequences peptidiques qui se retrouvent dans plusieurs 
de ces facteurs. A partir de celles-ci, les inventeurs 
ont construit des molecules peptidiques riches en acide 
amines basiques lysine (K) et arginine (R) . 

Le tableau I ci-dessous rapporte des 
portions de sequences riches en acides amines basiques 
de plusieurs facteurs de croissance ou les positions des 
acides amines basiques sont sensiblement alignees. 

Tableau I 



Facteur de croissance 


Sequence 


HARP (1-14) 


GKKEKPEKKOTOCSD. ' 


HIV-2-tat (70-92) 


K - GLG IC YERKGRRRRTPKKTK-TH 


HB-EGF (85-114} 


ATPNKEEHGKRKKKGKGLGKKRDPCLRKYK 


HARP {108-132^^ 


KLTKPK PO AE S KKKKKEGKKQEKML 


FGF-2 (116-141) 


RSRKYT SVifYVALKRTGOYKLGSKTGPGQP 


HGF (25-50) 


, IAIPYAEGORKRRNTIHEFKKSAKTT 


VEGF (145-170) 


RGKGKG PKRKRKK5RYKSWSVPCG P 


HJVl-tat (41-65) 


KGLG1 SYGRKKRRQRRRPPQGNQAIi 


HK (106-122) 


PKTKAKAKAKKGKG ~ KD 


HK (1-11) 


KKKDKVKKGGP 


Anqioqenine (24-50) 


RYCES IMRRRGLTSPCKD1NTF IN 


FGF-1 (15-42) 


KFNLPPGlKfYKKPKLLYCSNGGHFLRILP 
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FGF-l (115-140) 



KKKAEKNWFVGLKKJSIGSCKRGPRTHYGQK 



L ' invention a done pour objet un peptide 
repondant k la formule (I) suivante : 

(A) n - Al - Al - A2 - Al - A3 - A4 - Al - (A) m 
Dans laquelle : 

, A est un acide amine quelconque, 

. n et m sont chacun des nomfores entier de 0 
a 20 dont la somme n + m est comprise entre 0 et 20, de 
preference entre 0 et 15 et tout pref erentiellement 
entre 0 et 10, 

, Al est un acide amine basique et plus 
particulierement la lysine (Lys) ou 1 ' arginine (Arg), 

. A2 est un acide amine choisi parmi : les 
acides amines basiques, 1' acide glutamique (Glu) , la 
glycine (Gly) , 1 1 acide aspartigue (Asp), 

. A3 est un acide amine choisi parmi : les 
acides amines basiques, la proline (Pro), l 1 acide 
glutamique {Glu) , la glutamine (Gin) t 

. A4 est un acide amine choisi parmi ; les 
acides amines basiques, l r acide glutamique (Glu), la 
glycine (Gly), la serine (Ser) , la valine (Val) . 

Les peptides de formule (I) seion 
1' invention seront aussi designes " p AHA H pour "peptide 
angiogenique de KARP FI . 

L ' invention envisage plus particulierement , 
les peptides de formules suivantes : 

(II) (A) n - Lys - Lys - Glu - Lys - Pro - Glu - Lys ~ 

(III) (A) n - Arg - Lys - Gly - Arg - Arg - Arg - Arg - 

(IV) (A) n - Lys - Arg - Lys - Lys - Lys ~ Gly - Lys - 

(V) (A} n - Lys - Lys - Lys - Lys - Glu - Gly - Lys - 
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(VI) (A) n ~ Arg - Lys - Arg - Lys - Lys - Ser - Arg - 
(A). 

(VII) (A} n - Lys - Lys - Arg - Arg - Gin - Arg - Arg - 

(VIII) {A) n - Lys - Lys - Asp - Lys ~ Val - Lys - Lys - 

dans lesquelles A, n et m ont la m§me 
signification que dans la formule (I) . 

Le peptide de formule (II) a ete defini plus 
particulierement a partir de la sequence de HARP (1-14) , 

Le peptide de formule (III) a ete defini 
plus particulierement a partir de la sequence de HIV tat 
(70-92) . 

Le peptide de formule (IV) a ete defini plus 
particulierement a partir de la sequence de HB-EGF (85- 
114} . 

Le peptide de formule (V) a ete defini plus 
particulierement a partir de la sequence de HARP {108- 
132) . 

Le peptide de formule (VI) a ete defini plus 
particulierement a partir de la sequence de VEGF (145- 
170) . 

Le peptide de formule (VII) a ete defini 
plus particulierement a partir de la sequence de HIV tat 

(41-65). I 

Le peptide de formule (VIIX) a ete defini 
plus particulierement a partir de la sequence de MK {1- 
11} • 

Les inventeurs ont mis en evidence que les 
peptides pAHA presentent des prcprietes angiogenigues et 
cicatrisantes comme HARP et a des doses comparables 

(ED50# 5-50 ng/ml) . lis ont en effet observe 1* activity 
remarquable de ces peptides sur l p ischemia vasculaire 

(angiogenese) et la regeneration musculaire et la 
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cicatrisation, lis ont aussi montre que les peptides de 
1' invention sont capables de stirnuler 1' expression des 
cytokines de 1 1 inflammation et sont done utiles pour 
prevenir ou traiter les maladies liees a 
5 1 ' immunodepression, et tout particulierement le sida. 

L ' invention se rapporte done egalement a une 
composition pharmaceutigue contenant un ou plusieurs des 
peptides precedents, associes dans ladite composition 
avec un ou plusieurs vehicules pharmaceutiquement 
10 acceptables , 

Compte tenu des proprietes des peptides 
decrits ci-dessus sur la regeneration tissulaire, 
l 1 invention concerne tout particulierement une 
composition comprenant un ou plusieurs peptides pAHA, et 

15 eventual lement un autre compose, utile pour favoriser la 

regeneration et la croissance cellulaire, comme la 
croissance musculaire, et done dans la cicatrisation. 

Du fait des proprietes des peptides decrits 
ci~&essus sur 1 1 angiogenese , 1 ' invention concerne tout 

2 0 particulierement une composition comprenant un ou 

plusieurs peptides pAHA, et eventuellement un autre 
compose, utile pour prevenir ou traiter 1' ischemia 
vasculaire , 

Comme indique precedemmerit , les travaux de 
25 recherche effectu.es dans le cadre de 1 1 invention, ont 

permis de mettre en evidence des proprietes inattendues 
des pAHA sur la proliferation des cellules circulantes 
du sang, et tout particulierement des cellules 
mononucleees du sang peripherique ♦ Une etude detaillee 
30 de cette propriete a permis de montrer les proprietes 

stimulatrices de pAHA sur certaines cytokines, tout 
particulierement les cytokines de 1 1 inf lainrnation . 



35 



Xl a en effet ete observe la presence d'ARNm 
de la proteine HARP dans les cellules des vaisseaux 
sanguins, a la fois des cellules endothelials et des 



7 



2799465 



cellules des muscles lisses, ainsi que dans les glandes 
mammaires humaines (16). En outre, il a ete rapporte que 
HARP est un facteur de croissance angiogenigue (12) et 
qu'il est synthetise et localise dans les cellules 
S endothelial es vasculaires (16) , 

Les inventeurs ont done evalue i'activite in 
vitro de ce facteur de croissance sur des PBMCs 
{cellules mononucleees humaines du sang peripherique) 
fraichement isolees en in Cuban t des PBMCs avec le 
10 facteur HARP ou avec un peptide pAHA , Les result ats 

obtenus montrent que HARP et pAHA sont capables de 
stimuler 1 ' incorporation de thymidine tritiee dans le 
noyau des PBMCs . Ces resultats demontrent done que la 
molecule HARP ainsi que le peptide pAHA stimulent 
15 fortement la proliferation des cellules mononucleees 

humaines du sang peripherique, et plus particulierement 
apres une semaine on observe une augmentation de la 
population des lymphocytes T. 

Les differentes experiences menees par les 
2 0 inventeurs ont montre que HARP est actif sur la 

proliferation des lymphocytes a des concentrations tres 
faibles, de 1 ' ordre de 10 pM. Ce resultat etonnant a 
conduit les inventeurs a considerer que le facteur HARP 
doit se fixer a son recepteur sur les PBMCs avec une 

25 forte affinite,. 

Apres incubation des PBMCs avec le facteur 
HARP, aucune augmentation du taux d*IL2 n'a ete 
observer Les inventeurs ont done conclu que HARP n'agit 
pas sur la production des interleukines XL2, mais que 

3 0 HARP, et pAHA, se fixent avec une forte af finite a un 

recepteur specif ique present sur les lymphocytes, et 
induisent I 1 activation des sites des interleukines, tout 
particulierement des sites de IL2 . 

A ce jour, les recepteur s de HARP sont tres 

3 5 peu connus, La presence de site de liaison de forte 
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affinite (Kd = 600pM) avec HARP dans les cellules JSTIH 
3T3 a deja ete rapporte {20} . Ces sites de liaison de 
HARP ont aussi ete retrouves dans plusieurs types 
cellulaires, incluant les cellules de rein de rats, 
cellules de 1 ' adenocarcinome mainmaire d'hoirane, cellules 
du carcinome epidermique d'homme, cellules de 
1 1 hepatocarcinome humain, neuroblastes de souris, et 
cellules du pheochromocy tome * 

II est comrnunement adinis qu ' aucune reponse 
biologique transrnise par HARP n'a ete observee sur ce 
type de cellules, et par consequent que ces sites de 
fixation ne peuvent pas ©tre considered comrae des 
recepteurs f onctionnels > Des etudes paralleles decrivent 
les interactions entre HARP et les proteoglycane sulfate 
heparan, comme syndecan-1 et syndecan-3. II a ete montre 
que Syndecan-3 interagit avec HARP avec un Kd apparent 
de 800pM. Ce proteoglycane sulfate heparan est implique 
dans I'activite d' excroissance neuritique de HARP 
puisque les anticorps anti-syndecan-3 peuvent bloquer 
cette activite (21) . 

Plus receirnnent, un rapport de Maeda et al. 
decrit la fixation de HARP avec des sites de fixation de 
faible (Kd=3nM) et de forte (Kd=250pM) affinity au 
phospacan, un variant extracellulaire d'un recepteur 
similaire une 1 proteine tyrosine phosphatase pi, RPTP f5 
(22) . 

De fagon interessante, bien que MK {Midkine) 
et HARP appartiennent a la m€me f ami lie de molecules, et 
que les deux induisent une excroissance neuritique (17, 
23), aucune induction &* incorporation de thymidine 
tritiee chez les PBMCs n'a ete detectee en utilisant MK, 
suggerant que MK et HARP se fixent sur des recepteurs de 
surface differents, ce qui a d r ailleurs ete recerranent 
demontr£ (24, 25). De plus, les deux molecules sont 
exprimees et isolees en utilisant des methodes 



experimentales analogues, incluant le meme systeme 
recombinant d f expression et les memes techniques de 
purification. Le fait que 1 1 incorporation de thymidine 
tritiee s ! observe uniquement avec HARP, et non avec MK 
exciut la presence d'un contaminant bacterien presentant 
une activite mitogene vis ci vis des PBMCs > 

Selon les donneurs de PBMCs , des indices 
differents de stimulation ont ete observes. L'effet 
mitogenique induit par HARP le plus signifiant est mieux 
observe en utilisant des cellules quiescentes, sans 
activation des PBMCs par des lectines, corame PHA 
preconise pour 1' activite mitogenique induite par IL2 . 
Ce resultat confirme bien ie fait que HARP n* induit pas 
une stimulation de la production d ' IL2 . 

Les resultats obtenus montrent done que le 
peptide pABA agit sur la proliferation de cellules 
immunit aires, et plus specif iquement sur les lymphocytes 
T. En consequence, l'invention se rapporte plus 
particulierement a une composition pharmaceutique 
comprenant un ou plusieurs peptides pAHA, et 
eventuel lament un autre compose, utile pour stimuler la 
proliferation des cellules mononucleees du sang, et tout 
particulierement des lymphocytes T, La stimulation de la 
proliferation des cellules lymphocytaires T est tout 
particulierement utile dans le traitement des malades 
immuno-supprimes . 

Une autre observation a ete faite sur des 
cellules provenant de sang de patients atteints de sida, 
Dans l'exemple 4 ci-apres, les inventeurs montrent 
comment la stimulation des cellules du sang du malade 
par les peptides de l'invention permet d'amplifier in 
vitro la replication du virus HIV et ainsi de favoriser 
sa detection et done son typage . Des compositions 
comprenant des peptides de 1* invention sont done aussi 



10 



utiles pour le diagnostic d'une infection par les virus 
HIV. 

En matiere de traitement d'une infection par 
les virus HIV, l'efficacite des agents anti-viraux sera 
renforcee en les administrant prealablement ou 
simultanement avec un ou plusieurs peptides de 
1 ' invention. En effet, les peptides de 1 ' invention vont 
favoriser la replication et la liberation des virus HIV 
in vivo, notamrnent des virus HIV residuels, qui restent 
presents dans I'organisme apres un traitement anti- 
viral. L* administration des peptides selon 1* invention, 
en activant ces virus, les rendrait ainsi plus 
accessibles aux agents antiviraux, et plus aisement 
destructibles . 

II est par ailleurs connu que, outre IL2, 
les cytokines de rnaniere g.enerale jouent un role sur la 
proliferation celluiaire, plus particulierement des 
cellules du sang, Les inventeurs ont done cherche a 
raettre en evidence le role de HARP et de pAHA sur 
1' expression des cytokines, II a ainsi ete mis en 
evidence des proprietes inductrices de 1 T expression des 
cytokines de 1 ' inflammation. Par cytokines de 
1 1 inflammation il faut entendre pref erentiellement 
TNFalpha, ILl, IL6, et IMF gamma . 

Les inventeurs ont done teste 1 ' induction de 
1' expression de trois cytokines de 1 ' inflammation 
(TNFalpha, ILl et IL6) par les cellules PBMCs traitees 
par HARP, et 1 1 induction de l 1 expression d'IL6 par deux 
peptides pAHA conformes a la presente invention dont les 
sequences sont rapportees dans 1 ' example 5 ci-apres, Les 
resultats obtenus avec la molecule HARP indiquent que 
HARP est capable d'induire d'une fagon dose dependante 
1' expression des cytokines TNFalpha, ILl et IL6 . 

Les resultats obtenus avec les deux peptides 
pAHA montrent qu'ils sont capabies de stimuler 
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1' expression d'IL6. One augmentation de 1' express ion de 
ces cytokines est egalement detectee apres adjonction 
aux cellules d'autres peptides conformes a la presente 
invention, issus de i 1 angiogenine et de la proteine tat 
(voir tableau I) . Aucune expression de ces cytokines 
inflammatoires n'est detectee lorsque la molecule HARP 
est denaturee. 

Ces resultats montrent que HARP et pAHA ont 
in vitro et in vivo la capacite de stimuler plus de 100 
fois la production de cytokines de 1 ' inflammation. En 
consequence , 1 ' invention se rapporte tout 

particulierement a une composition pharmaceutique 
comprenant un ou plusieurs peptides pAHA, et 
eventuellement un autre compose, utile pour stimuler la 
15 production des cytokines de 1 * inflammation, Une telle 

composition selon 1 ' invention est done particulierement 
indiquee dans la prevention ou le trait ement des 
maladies liees a 1 ■ immunodepression, 

Ces travaux ont montre que les tissus 
traites par HARP ou pAHA presentent un nombre de 
cellules mononucleees tires important favorisant ainsi la 
regeneration musculaire, Ces resultats combines a ceux 
decrits precedemment concernant l'effet des peptides 
pAHA sur la regeneration cellulaire et tissulaire, 
demontrent IVeffet de HARP et de pAHA sur le 
regeneration tissulaire, et plus particulierement des 
tissus musculaires « 

Ces resultats permettent en outre d'utiliser 
les peptides de 1 f invention ou une composition les 
contenant pour favoriser la croissance et la 
differentiation de cellules en culture, notamment de 
cellules lympho'ides, comme des cellules endothelials et 
des lymphocytes T. En effet, la culture de ces cellules 
est souvent pratiquee dans le cadre de tests de 
35 diagnostic. 
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D'autres avantages et caracteristiques 
de 1 1 invention apparaitront dans la description qui suit 
concernant des exemples se referant aux dessins en 
annexe dans lesquels : 

La figure 1 xttontre la stimulation de 
1 1 incorporation de thymidine tritiee dans les PBMCs 
stimulees ou non par HARP . Barre blanche; cellules non 
stimulees ; barre hachuree : cellules stimulees par 
100 ng/ml d' HARP, 

La figure 2 represente I'effet dose 
reponse de HARP teste sur les PBMCs. A) Les cellules 
sont cultivees en absence ou en presence de differentes 
concentrations allant de 0,1 a 100 ng/ml d' HARP {•-•) 
ou de Midline (MK) (O-O) , Chacune des valeurs 
represente la moyenne des cpm obtenus ± la deviation 

standard. B) Les cellules sont incubees avec la toxine 
tetanique {TT} a 1800 Ul/ml, la phytohemagglutinine 
(PHA) d 2,5 [Ag/ml, 1 ' interleukine-2 (IL2) a 50 Ul/ml, ou 
non traitees (NT) comme contrdles internes de 
stimulation. 

La figure 3 represente I'effet dose reponse 
de HARP sur des PBMCs traitees par un anti CD3 . Les 
cellules sont cultivees coinme il a ete decrit 
precedemment , II est a noter que si l'on traite les 
cellules .avec 100 ng/ml de HARP en presence de CD3 une 
forte mortalite cellulaire est alors observee, Barre 
noire; HARP seul , barre blanche; HARP + anti CD3 . 

La figure 4 represente I'effet dose repon.se 
de HARP sur des PBMCs traites par la toxine tetanique. 
Les cellules sont cultivees comme il a ete decrit 
precedemment . Il est a noter que si l'on traite les 
cellules avec 100 ng/ml de HARP en presence de toxine 
tetanique (800 Ul/ml) une forte mortalite cellulaire est 
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alors observee* Barre hachuree : HARP seul; barre 

blanche : HARP + toxine tetanique. 

La figure S represente I'effet de la 

proteine HARP sur la replication du virus HIV par mesure 
5 de 1 ' immuno- react ivite p24. Des PBMCs issues d'un 

patient infecte par HIV sont incubees suivant le 
protocole decrit dans le §1 pendant 3 jours avec des 
concentrations variables de HARP (0,1-100 ng/ml) . La 
replication virale est estimee par mesure de 
10 1 ' iiranunoreact ivite associee a la proteine p24 presente 

dans le milieu de culture. (*) faible mortality 
cellulaire; (**) forte mortalite cellulaire. La 
production du virus est evaluee par le test "Abott HIV 
Ag monoclonal" qui est un dosage immunoenzymatique sur 
15 phase solide de type sandwich. Les virus presents dans 

1 'echantillon a tester sont lyses par du Triton X10O 
puis le lysat est incube avec des billes en polystyrene 
recouvertes d'anticorps monoclonal anti-p24. Apres 
incubation, les billes sont lavees, et la presence 
20 d" immunoglobulines sp£ci£iques est revelee par 

incubation avec un deuxieme anticorps anti-Xg de souris 
couple a la peroxydase. La revelation est faite en 
rajoutant un subs t rat de la peroxydase; I ■ ortho- 
phony 1 enedi amine 

25 La figure 6 represente 1' activation des 

cellules mononucleees du sang peripherique par les 
peptides HARP . Les PBMCs sont cultives pendant 7 jours 
dans du milieu de culture RPMI contenant 10% de serum de 
veau foetal en 1* absence ou en presence de 1 ng/ml de la 

30 proteine HARP ou de 1 ng/ml des peptides 1 ou 2. 

L 1 incorporation de thymidine tritiee est determinee 
comme decrit precedemment . 

La figure 7 represente 1 ' etude de l 1 effet de 
HARP sur 1' expression d'XLl apres 3 jours (barres 

3 5 blanches) ou 7 jours de culture (barres noires) > Le 
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dosage de ces cytokines est realise a 1'aide d'un test 
BLISA commercialise par R&D, 

La figure 8 represente l'effet de HARP sur 
1' expression de TNFa apres 3 jours (barres blanches) ou 
7 jours de culture {barres noires) . Le dosage de ces 
cytokines est realise a 1'aide d'un test ELISA 
commercialise par R&D. 

La figure 9 represente l'effet de HARP sur 
1' expression d'IL6 apres 3 jours (barres blanches) ou 7 
jours de culture (barres noires) . Le dosage de ces 
cytokines est realise a l'Side d'un test ELISA 
commercialism par R&D . 

La figure 10 represente 1' expression de IL6 
par les peptide 1 et 2 correspondent aux parties NH 2 et 
COOH du polypeptide HARP , Le dosage de ces cytokines est 
realise a l ( aide d'un test ELISA commercialise par R&D 
apres 7 jours d* incubation . 

La figure 11 represente l'effet des peptides 
HARP sur la regeneration musculaire . Le muscle soleaire 
de rat adulte est eerase, trait* ou non par les peptides 
puis preleve apres 4 jours de regeneration : 

1 : traite par du PBS (50 |Xl) 

2 ; traite par le peptide 1 (50 \il , 1 |Xg) 

3 : traite par le peptide 2 (50 jxl, 1 \lg) 

La ; figure 12 illustre l'effet angiogenique 
du peptide 1 teste dans la CAM. 

A ; traitement avec le peptide 1 
B : temoin traite avec du PBS 

Exera ple 1 : Ef f et , de_la_proteine HARP sur la 
proliferation des cellules mononucl ee es hurnajnes issues 
de sana periphericru e , 

Les cellules mononucleees humaines provenant 
de differents donneurs sains, sont isolees a partir du 



sang peripherique apres centrif ugation sur coussin de 
Ficoll-Hypaque (Pharmacia Biotech) cornme il est deer it 
par le f abriquant . Les cellules sont lavees, puis 
cultivees dans du milieu RPMI 1640 supplements par 10% 
de serum de veau fetal inactive par la chaleur (56°C, 30 
rain) , 100 unites/ml de penicilline et 100 ^Lg/rnl de 
streptoinaycine. Les cellules, ensemencees a 10 6 cellules 
par ml dans une boite de culture a 96 puits a fond rond 
{Costar) , sont cultivees pendant 7 jours en presence ou 
non de la proteine HARP recornbinante humaine produite 
chez Coli f a la concentration de 100 ng/ml . Dans les 
dernieres 18 heures de culture, 1 UCi de thymidine 
tritiee est ajoute dans chacun des puits. La 
radioactivite incorporee dans les noyaux des cellules 
est ensuite mesuree a l'aide d'un compteur a 
scintillation. Les resultats obtenus sont representees 
sur la figure 1. 

L' analyse de ces resultats nous indique que 
le polypeptide HARP est capable de stimuler 
1 1 incorporation de thymidine tritiee dans le noyau des 
PBMCs. Suivant les donneurs, il est a noter que 1 ' index 
de stimulation, defini comme le rapport de la 
radioactivite incorporee dans les cellules traitees par 
HARP sur celui des cellules temoins, non traites par 
HARP, varie de 2,3 a 51,7 fois (cf resultats de 
1'experience N°4 et N°7) . Cette diversite de reponse 
peut suggerer qu'il existe une relation entre la reponse 
des cellules a HARP et l'etat d* activation du systeme 
immunitaire de 1 ! individu teste, L * histogramme presente 
en insert dans la figure 1 montre que le trait ernent par 
100 ng/ml de HARP induit un accroissement du n ombre de 
cellules de 2,9 fois par rapport au temoin non traite, 
demontrant que 1 1 incorporation de thymidine observee est 
bien proportionnelle au nombre de cellules. Ce comptage 
cellulaire a ete effectue avec les cellules utilisees 
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pour 1 ' incorporation de thymidine tritiee de 
1' experience N° 7. 

La courbe dose reponse de la proteine HARP 
{0,1 a 50 0 ng/ml) testes sur les PBMCs est presentee sur 
5 la figure 2A. 

L * analyse de cette courbe nous indique qu'un 
effet maximal est obtenu pour une concentration de HARP 
de 1 ng/ml de milieu de culture induisant une 
stimulation de 1 3 incorporation de DNA de 4,5 a 7,5 fois 
10 par rapport a une culture temoin realises sans 

adjonction de HARP. 11 est a noter que 1 1 on peut 
observer une decroissance de la radioactivite incorporee 
pour des doses plus elevees de HARP allant de 1 a 500 
ng/ml. Aucune stimulation n r est observee en utilisant la 
15 proteine Midkine (MK) , proteine presentant 50% 

d'homologie en acides amines avec HARP , testee dans une 
game de concentration allant de 0,1 a 500 ng/ml, Les 
controles positifs de stimulation ont ete realises en 
utilisant de la phytohemagglutinine (PHA) 2,5 |ig/ml et 
20 la toxine tetanique (TT) 1800 Ul/ml (fig. 2B) . Aucune 

stimulation n'est observee apres addition d'IL2 montrant 
une absence d< activation des cellules utilisees pour ces 
tests. 

25 Example 2 : Role de la protei ne HARP come 
co-stimulateur de la reoonse immunitaire s^ecifj^ue . 

L' activation des lymphocytes T peut etre 
obtenue via 1 1 activateur du recepteur a l'antigene (TCR) 

30 associe au systeme majeur d f histocompatibili te (CMH) . 

Cette activation necessite outre la reconnaissance 
specif ique TCR-CMH/ an t igene , 1' action de molecules 
d' adhesion jouant un role de coactivation et 
d r amplification de la reponse. Suivant ces donnees, nous 

35 avons etudie si HARP pouvait amplifier la proliferation 
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cellulaire soit par stimulation du recepteur aux 
lymphocytes T a 1 1 aide d'un anti CD3 ou par un antigene 
memoire, la toxine tetanique, 

a) Bffet de la prot ei ne HARP sur la 

stimulation induite oar le recepteur des lymphocy tes T. 

XV activation du recepteur des lymphocytes T 
est obtenue en traitant des lymphocytes par un anticorps 
monoclonal anti CD3 (1/100, Immune tech ) . L'effet de HARP 
sur la proliferation cellulaire des PBMCs, est teste en 
ajoutant une concentration optimale de HARP (1 ng/ml, cf 
exemple 1} en presence ou non d'anti CD3 . Les cultures 
ainsi que la quantification de la thymidine tritiee 
incorporee sont realisees comme il est decrit dans 
1' exemple 1, Les resultats obtenus, sont presentes dans 
la fig. 3 , 

En absence de HARP, 1' anticorps anti CD3 
(1/100) stimule, apres 7 jours d' incubation avec les 
cellules, 1 r incorporation de thymidine tritie de 25 fois 
(temoin; 600 ± 60 cpm, anti CD3 ; 15000 ± 200 cpm) . A la 
dose de 1 ng/ml de HARP et en absence d'anti CD3 on 
observe pour ce donneur une amplification de 5,8 fois 
par rapport au temoin (temoin; 600 ± 60 cpm, HARP , 3500 
± 200 cpm) . A cette m§me dose de HARP, une amplification 
de 33 fois dans la reponse est observee lorsque 1'on 
realise une costimulation des cellules par HARP/anti CD3 
(temoin; 600 ± 60 cpm, HARP/anti CD3 ; 20OO0 ± 200 cpm) . 
Ce resultat nous indique que la proteine HARP exerce une 
activate de costimulation additive des lymphocytes dont 
le TCR est active. A des concentrations plus elevees de 
HARP (10 et 100 ng/ml) et en presence d'anti CD3 , une 
incorporation de thymidine plus faible et tres faible 
est observee. 

Nous avons observe dans ces cultures une 
forte mortalite cellulaire qui n'est pas observee quand 
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HARP est utilise seal a ces memes doses. Ces resultats 
montrent que HARP a un effet costimulateur dose 
dependant de la reponse immuni taire associee aux 
lymphocytes T. 

5 

b) Effet de la orotei ne HARP sur la 

stimulation induite par un antiacne memo ire ,. 

Des cellules PBMCs cultivees dans les 
conditions decrites dans le §1, sont stimuiees par la 
10 toxine tetanique {1800 Ul/ml, Merieux) seule ou en 

association avec la proteine HARP utilisee a une 
concentration allant de 0,1 a 100 ng/ml . La toxine 
tetanique va specif iquement amplifier une sous 
population de lymphocytes T m£moires. 
IS L'adjonction de la toxine tetanique a des 

PBMCs, stimule, apres 7 jours d' incubation, 
1' incorporation de thymidine tritiee de 71 fois {temoin; 
600 ± 60 cpm, toxine t6tanio~ue; 43 000 ± 500 cpm) alors 
qu'une stimulation de 5,8 fois par rapport au temoin non 
20 stimuli est ofoservee lorsque les cellules sont incubees 

avec HARP a 1 ng/ml {temoin; 600 ± 60 cpm, HARP.? 3500 ± 
200 cpm). Une stimulation de ' 1 ' incorporation de 
thymidine tritiee de 108 fois par rapport au temoin est 
observee lorsque les cellules sont costimulees par HARP 
2 5 a la dose de ■ 1 ng/ml et la toxine tetanique (temoin; 

600± 60 cpm, HARP/ toxine tetanique; 65000± 700 cpm) . Les 
resultats. presenter sur la figure 2 nous montrent une 
synergie d' action sur la stimulation des PBMCs entre un 
antigene memoire et HARP. 
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Example 3 : Determination de la population 
cellula ire aimolifiee apres trait ement,_ par HA RP dans une 
c ulture d e PBMQs .,. 
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Les cellules orit ete isolees du sang 
peripherique de sujets normaux, donneurs de sang, 
preleve sur tube Vacutainer contenant de l'EDTA, Les 
cellules rnononucleees ont ete separees par gradient de 
ficoll, comptees et ajustees a 10 6 cellules par ml. Les 
cellules sont incubees pendant 5 jours a 3 7°C en 
atmosphere humide avec 5% de C02 en presence de HARP ou 
d'autres peptides a des concentrations qui sont 
mentionnees dans chacun des exemples decrits. 

Le tableau II presente les effets de la 
molecule HARP testee a une concentration de 1 |Xg/ml sur 
la proliferation de cellules lymphoides . 



Tableau II 



Anticorps 


Temoin 


HARP 


Variation 




% 


% 


(%) 


CCD19 


2 


4 




CCD2 


92 


95 




CCD4 


47 


68 


+ 45 


CCDS 


33 


22 




CCD16/56 


17 


18 






CCD25 


12 


47 




CCD45RA 


58 


34 




CCD45RO - 


30 


64 


+ 113 


RA/RO 


1.9 


0.5 






CCD4+CD45RA+ 


22 


IS 


-31 


CCD4+CD45RO+ 


21 


49 


+ 133 


RA/RO 


1 


0.3 





L f analyse des resultats presentes dans ce 
test nous indique qu'apres traitement d'une culture de 
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PBMCs par HARP , on retrouve un fort enr ichissement soit 
45% de la population lymphocytaire CD4+, Une forte 
augmentation CD45RO est egalement observee (+113%) 
correspondent a une augmentation des CD4 a memo ire 
5 CD4 + /CD45R0+ ( + 133%) > Ces resultats nous indiquent que 

l'on observe une amplification de lymphocytes CD4 + 
exprimant le CD45RO caracteristique des lymphocytes T 
memoir e* Cet exemple il lustre le role adjuvant de HARP 
dans la reponse immunitaire notaxnment par amplification 
10 et coactivation de la sous population lymphocytaire 

CD45RO. 

Exemple 4 : Action de la molecul e HARP sur 

des cellules monnmicl^ees issues £u san g periph£rique 

15 provenant d'individus infectes p ar le VIH, 

L T activation des lymphocytes T et des 
monocytes par les cytokines induit une production et/ou 
une activation des facteurs nucleaires de la cellule 
20 note capables de reactiver la transcription virale, 

Cefcte reactivation virale induite par ILl et le WFa 
depend en partie de 1 T activation du facteur NF-Kb, Au 
cours de 1' infection par le VIH, la secretion par les 
monocytes circulants de cytokines ILl, IL6 et en 
25 particulier ?NFa qui sont capables d'induire ou 

d'augmenter la replication du VIH dans les lymphocytes 
T/monocytes suggere que ces cytokines peuvent augmenter 
la progression de la maladie. Les resultats de la figure 
5, indiquent que les PBMCs provenant d'un malade sideen 
30 (CD4 < 200 /mm 3 ) actives uniquement par la proteine HARP , 

sont capables de produire du virus VIH mesure par la 
production de 1'antigene viral p24. Cette production est 
maximale pour une concentration de HARP de 1 ng/ml. Pour 
une concentration de 100 ng/ml on observe une mort 
3 5 cellulaire importante. On peut done par cet exemple, 
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proposer d'une part que HARP peut permettre d r amplifier 
in vitro 1' expression de la P24 et etre utilisee pour le 
typage des souches virales HIV, et d' autre part in vivo 
corame 1) inducteur de la replication du virus, 
5 facilitant ainsi 1' action d' agents antiviraux sur des 

lymphocytes infectes quiescents ou 2) a des doses 
importantes {correspondantes aux effets observes in 
vitro a 100 ng/ml, induire la mort des cellules T 
chroniquement activees (voir les exemples precedents 
10 illustres par les fig. 3 et 4} 

Exern^le 5 : Activation des lymphocytes par 
des peptides HARP ,, 

15 Suivant le protocole decrit a 1 * exemple 1, 

les inventeurs ont teste la capacite de deux peptides 

dont les sequences correspondent a la partie NH 3 

terminale et COOH terminale de HARP a induire une 

multiplication cellulaire de PBMCs . Les sequences de ces 

20 peptides sont les suivantes : 

Peptide 1 : HH 2 -AEAGKKEKPEKKVKKSDCGEW-COOH; 

21 acides amines. 

Peptide 2 : NH 2 -AESKKKKKHGKKQEKMLB~CO0H; 18 

acides amines, 

25 Les resultats sont presentes dans la figure 

6 et montrent que comparativement a la proteine HARP, le 
peptide 2 est capable d 1 induire une reponse d 1 activation 
des PBMCs meilleure que HARP, pres de deux fois 
super ieure. Pour des concentrations comparables, le 

3 0 peptide 1 a un effet plus faible, pres de moitie moins 

que HARP, mais nettement superieur au controle (plus de 
deux fois) . 
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Exem&lg 6 : inductio n de l r expression de 
TNFa, XL6 et IL1 par des cellules PBMCs traitees par 
HARP , 

5 Les cellules ont ete isolees du sang 

peripherigue de sujets normaux, donneurs de sang, 
preleve sur tube Vacutainer con tenant de l'EDTA. Les 
cellules mononucleees ont ete separees par gradient de 
ficoll, compt6es et ajustees a 10 6 cellules par ml, Les 
10 cellules sont incubees pendant 3 ou 7 jours a 37°C en 

atmosphere humide avec 5% de C02 en presence de 
concentration variable EARF allant de 1 a 1000 ng/ml ou 
de differents peptides qui sont mentionnes dans les 
legendes des figures, 
15 Les resultats sont representees sur les 

figures 1, 8 et 9, L ' analyse de ces resultats nous 
indique que la molecule HARP est capable d'induire d'une 
fagon dose dependante 1' expression des cytokines ILlp 
(fig. 7), TNFa (fig, 8) et IL6 (fig. 9). 
20 Cet exemple montre que les peptides 1 et 2 

dont la structure est donnee dans 1 ' exemple 5 sont 
capables de stimuler 1' expression d'IL6 + Une 
augmentation de 1' expression de ces cytokines est 
egalement detectee apres adjonction aux cellules des 
25 peptides tat: ou d'autres molecules (angiogenine, 

proteine tat; resultat non montr£) presentant un domaine 
proteique homologue, Aucune expression de ces cytokines 
inf lammatoires n'est detectee dans ce systeme lorsque la 
molecule HARP est denaturee ou lorsque les cellules sont 
3 0 traitees avec du LPS . 



Exemole 7 Effet des peptides HARP da ng la 

re gene r a t ion musculai re... 
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L'effet des peptides 1 et 2, dont la 
structure est definie dans 1 ' example 5, sur la 
regeneration musculaire a ete teste suivant le protocole 
enonce ci-dessous et suivant la technique decrite dans 
la publication de Bassaglia et coll (Bassaglia, Y. , and 
Gautron, J , (1995) ; Fast and slow rat muscle degenerate 
and regenerate differently after whole crush injury ; J * 
Muscle Res. Cell Motil. 16, 420-429). Apres une 
anesthesie du rat (rat Wistar de 2 a 3 mois) , le muscle 
soleaire est, apres denervation, soumis a un ecrasement 
a l'aide d'une pince a bout plat, L 1 echantillon a tester 
est alors injecte sous un volume de 50 ill de PBS, Apres 
quatre jours de traitement, les animaux sont sacrifies, 
les muscles sont preleves puis congeles dans 1 1 azote 
liquide. Des coupes de 8 \m sont realises au cryostat 
puis colorees en utilisant le trichronae de Masson. 

Les resultats sont presentes sur la figure 
11, L 1 analyse de ces coupes indique que le muscle traite 
par 1 \lg de peptide 1 presente un nombre de cellules 
mononucleates {fig. 11.2) beaucoup plus important que les 
muscles traites par le peptide 2 (fig. 11.3} ou injecte 
seulement par 50 \il de PBS (fig, 11.1). Cette 
observation indique que 1' injection du peptide 1 dans un 
muscle ecrase, induit apres 4 jours de trait ement une 
augmentation \ du nombre de cellules mononucleees 
presentes dans les tubes endomysiaux favorisant la 
regeneration tissulaire. 

Kxemple g i Effet des peptides HARP — sur 

1 ' anqioaenese , 

Le "Chicken allantoic membrane test" {CAM 
test) a ete utilise dans cette etude pour evaluer in 
vivo l'effet des peptides HARP 1 et 2 sur 1 ' induction 
d'une angiogenese. La structure de ces peptides est 
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presentee dans 1 1 exemple 5. La procedure experiment ale 
est la suivante : 

Des tsufs de poulet fecondes sont incubes a 
37°C pendant 3 jours. Apres cette periode d 1 incubation, 
deux orifices sont pratiques dans la coquille et 3 a 4 
ml d'alburrdne sont aspires a la seringue . Les 
echantillons a tester sont deposes sur des disques de 
methyl cellulose de 3 mm de diametre. Apres sechage, 
chaque disque est depose au jour 4 dans 1' orifice ainsi 
pratique. Apres une periode allant de 9 a 13 jours, 
1 1 observation est effectuee, Chaqxie point de dosage est 
realise 10 fois et chaque dosage est repete 3 fois* 
L 1 ensemble des ces resultats est presente dans ie 
tableau 3 ci-dessous. 

Tableau 111 



Echantillon 


FGF-2 
(100 ng) 


Temoin 


HARP 
(1,5 ^g) 


Peptide 1 
(1,5 Jig) 


Peptide 2 
(1,5 Jig) 


Reponse 


+ + + + 


+ /« 


+ -h 


+ Hh 





L'effet du peptide 1 sur 1 • induction d'une 
angiogenese dans la CAM est illustre dans 1'exemple 



suivant (fig. 12) . 
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REVINDICATIONS 



I) Peptide repondant a la formule (1) : 
(A) n - Al - Al - A2 ~ Al - A3 - A4 - Al - (A} ra 
dans laquelle : 

. A est un aclde amine quelconque f 
« n et m sont chacun des nornbres entier de 0 
a 20 dont la somme n + m est comprise entre 0 et 20, de 
preference entre 0 et 15 et tout pref erentiellement 
entre 0 et 10, 

Al est un acide amine basique et plus 
particuli&rement la lysine (Lys) ou I'arginine (Arg) , 

A2 est un acide amin£ choisi parmi : les 
acides amines basiques, I 'acide glutamique (Glu) , la 
glycine {Gly), 1' acide aspartique (Asp), 

A3 est un acide amine choisi parmi : les 
acides amines basiques, la proline (Pro), 1' acide 
glutamique (Glu) , la glutamine (Gin) , 

A4 est un acide amine choisi parmi . : les 
acides amines basiques, 1' acide glutamique (Glu), la 
glycine (Gly), la serine (Ser) , la valine (Val) . 

2) Peptide selon la revendication 1, 
caracterise en ce qu'il r£pond a l'une des formules 
suivantes : [ 

(II) (A) n - Lys - Lys - Glu - Lys - Pro - Glu ~ Lys 

(III) (A) n - Arg - Lys - Gly - Arg - Arg - Arg - Arg 
(A) m 

(IV) (A) n - Lys - Arg - Lys - Lys - Lys - Gly - Lys 

(V) (A) n - Lys - Lys - Lys - Lys - Glu - Gly - Lys 

(VI) (A} n - Arg - Lys - Arg ~ Lys - Lys - Ser - Arg 



(A) 



m 
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(VII) (A>„ - Lys - Lys - Arg - Arg - Gin - Arg - Arg - 

(VIII) (A) n - Lys - Lys - Asp - Lys - Val - Lys - Lys - 

5 dans lesquelles A, n et m ont la m&ne 

signification que dans la fonnule (I) . 

3) Composition notamment pharmaceutique 
contenant un ou plusieurs des peptides selon I'une des 

10 revendications 1 ou 2, associes dans ladite composition 

avec un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 

4) Composition pharmaceutique caracterisee 
en ce qu'elle contient un ou plusieurs des peptides 

15 selon l'une des revendications 1 ou 2, et even t ue II erne nt 

un autre compose, associes dans ladite composition avec 
un vehicule pharmaceutiquement acceptable, utile pour 
favoriser la regeneration et la croissance cellulaire, 
comma la croissance musculaire . 

20 

5) Composition pharmaceutique caracterisee 
en ce qu'elle contient un ou plusieurs des peptides 
selon l'une des revendications 1 ou 2 , et eventuellement 
un autre compose, associes dans ladite composition avec 

25 un vehicule pharmaceutiquement acceptable, utile pour 

favoriser la cicatrisation. 

6) Composition pharmaceutique caracterisee 
en ce qu'elle contient un ou plusieurs des peptides 

30 selon l'une des revendications 1 ou 2, et eventuellement 

un autre compose, associes dans ladite composition avec 
un vehicule pharmaceutiquement acceptable, utile pour 
prevenir ou traiter l'ischemie vasculaire. 

35 7) Composition pharmaceutique caracterisee 

en ce qu'elle contient un ou plusieurs des peptides 
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et la dif ferenciation de cellules en culture, notamment 
de cellules lymphoides comme des lymphocytes T ou des 
cellules endothelials . 

12} Composition caracterisee en ce qu'elle 
contient un ou plusieurs des peptides selon l'une des 
revendications 1 ou 2, et eventuellement un autre 
compose, associes dans ladite composition avec un 
vehicule acceptable, utile pour amplifier in vitro la 
replication du virus HIV et ainsi favoriser sa detection 
et son typage. 
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Dosage IL1 HARP/PBMC 
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